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Verfahren zur Herstellung eines kanalbildenden Proteins 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines 
kanalbildenden Proteins, ein kanalbildendes Protein, ein Gen 
5 und ein mu tierces mspA-Gen, einen Plasrnidvektor und ein 
Uberexpr ess ionssys tern. 

\^^^) Die Erfindung betrifft allgemein das technische Gebiet der 
m M Herstellung von Nanostrukturen. Zu den bisher am besten cha- 

^^^10 rakterisierten Nanostrukturen gehdren Kohlenstof f -Nanokanale 
(Yakobson, 3. I. and Smalley, R. E. Fullerene nanotubes : 
Ci, 000, 000 and beyond. Am Scl 85, 324, 1997). Mit Kohlen- 
stof f-Nanokanal en konnte gezeigt werden, dafi die elek- 
troraischen Eigenschaf ten durch ihre strukturellen Details 
15 kontrolliert werden. Die Syn-these von Kohlenstof f -Nanokanalen 
erfolgt durch verschiedene Varianten von CVD (chemical vapor 
deposition) (Fan, S., Chapline, M. G. , Franklin, N. R., Tom- 
bler, T, W. , Cassell, A. M. and Dai, H. Self -oriented regular 
arrays of carbon nanotubes and their field emission proper- 
20 ties. Science 283, 512-4,1999) und ist damit sehr aufwendig. 

Aus Johnson/ S. A., Ollivier, P. J. and Mallouk, T. E. Orde- 
red mesoporous poiymers of tunable pore size from colloidal 
silica templates. Science 283, 963-965 (1999) ist ein Verfah- 
25 ren zur Herstellung von organischen Nanokanalen auf der 
Grundlage eines Templates bekannt. Damit kfinnen Nanokanale 
mit einem Durchmesser von 5 bis 35 run hergestellt werden. 

Mycobakterien gehoren zu einer Tjntergxruppe von Gram-positiven 
30 Bakterien, die Mycolsauren besitzen und die die Gattungen Co- 
rynebacterium, Nocardia, Rhodococcus, Oordona, Tsukamurella, 
Dletzia einschliei&en. 
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Trias, J. and Benz. R, Permeability of the cell wall of My- 
cobacterium smegmatis. Mol Microbiol 14, 283-290 (1994) be- 
schreiben kanalbildende Proteine, niimlich Porine in der My- 
colsaure-Schicht von Mycobakterien . Biochemische oder moleku- 
5 largenetische Daten uber diese Porine wurden bisher nicht 
verof f entlicht . 

Aus Lichtinger, T., Burkovski, A., Niederweis, M. , Kramer, R. 
and Benz, R. Biochemical and biophysical characterization of 
10 the cell wall porin of Corynebacterium glutamicum: the chan- 
nel is formed by a low molecular mass polypeptide. Biochemi- 
stry 37, 15024-32 (1998) ist ein Verfahren zur Preparation 
von Porinen aus Corynebakterien bekannt. Dieses Verfahren ist 
relativ inefficient - 

15 

Mukhopadhyay, S., Basu, D. and Chakrabarti , P- Characteriza- 
tion of a porin from Mycobacterium smegmatis. J Bacterid 
179, 6205-6207 (1997) beschreiben die Extraktion von Porin 
aus M. smegmatis mit einem Puffer mit 1 % Zwittergent durch 
20 Inkubation bei Raumtemperatur fur eine Stunde. Die Ausbeuten 
waren schlecht und die Verunreinigung mit anderen Proteinen 
groH. 

Aufgabe der Erfindung ist es, die Kachteile nach dem Stand 
25 der Technik zu beseitigen. Es soli insbesondere ein einfaches 
und schnelles Verfahren mit verbesserter Ausbeute zur Her- 
stellung kanalbildender Proteine angegeben werden. Die kanal- 
bildenden Proteine sollen insbesondere zur Hers tel lung von 
Nanostrukturen geeignet sein. 



Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Ansprilche 1, 23 bis 
31 gelSst. ZweckmSfiige Weiterbildungen ergeben sich aus den 
Merkmalen der Anspruche 2 bis 22 sowie ggf ♦ 27 und 28. 
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Nach Mafigabe der Erfindung 1st ein Verfahren zur Herstellung 
eines in Gram-posi tiven Bakterien vorkommenden kanalbildenden 
Proteins vorgesehen, wobei das kanalbildende Protein durch 
heterology Expression oder durch Aufreinigung aus Mycobakte- 
rien gewonnen wird. 

Unter den kanalartigen Proteinen werden solche Proteine ver- 
standen, die natiirlicherweise insbesondere in der Zellwand 
der Gram-posi tiven Bakterien vorkommen. 

Das erf indungsgema£e Verfahren ist wesentlich effizienter als 
die bisher beschriebenen Verfahren, bietet die M6glichkeit 
einer weitgehenden Automatisierung der chromatographischen 
Aufreinigung und ermoglicht eine drastisch erhohte Ausbeute. 

Das Gram-positive Bakterium kann ein mindestens eine Mycol- 
saure enthaltendes Bakterium sein. Nach einer Ausgestaltung 
ist das Bakterium ein Mykobakterium, vorzugsweise Mycobacte- 
rium smegma t is. 

Das kanalbildende Protein kann ein Porin sein. Bevorzugt wird 
ein Porin, das gegenuber organischen Losungsmitteln chemisch 
stabil und/oder bis zu einer Temperatur von 80°C f vorzugswei- 
se 100°C thermisch stabil ist. 

Das Porin ist vorzugsweise MspA. Dieses Protein eignet sich 
wegen seinen iiberraschenden chemischen und thermischen Stabi- 
lity besonders gut zur Herstellung von Nanostrukturen. 

30 Eine gut Ausbeute wird erzeilt, wenn die heterologe Expressi- 
on in E.coli durchgefuhrt wird. Zur weiteren Erhohung der 
Ausbeute kann das kanalbildende Protein durch Oberexpression, 
vorzugsweise aus B.coli oder Mycobakterien, gewonnen werden. 
ZweckmSfeigerweise wird zur Expression ein fur ein kanalbil- 
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dendes Protein, vorzugsweise ein Porin, codierendes Gen be- 
nutzt wird. Vorteilhaft ist es weiter, da& zur uberexpression 
ein mspA-Gen gemafc Seguenz 1 (siehe unten) benutzt wird. zur 
Expression kann insbesondere aber auch ein von der Seqfunenz 1 
5 abgeleitetes mutiertes Gen benutzt werden, wobei die Mutation 
so ausgebildet ist r daS die chemische und therraische Stabili- 
tat sowie die kanalartige Struktur des exprimierten Proteins 
im wesentlichen denen von MspA entspricht. Die Mutation kann 
auch im wesentlichen in einer Angleichung der Codons von mspA 

10 an die Codons der in E.coli hoch exprimierenden Gene beste- 
hen. Zur tfberexpression kann auch ein mutiertes mspA-Gen be- 
nutzt werden, wobei die Mutation iro wesentlichen darin be- 
steht, dalS der GC-Gehalt auf weniger als 66% vermindert ist.- 
Die Anpassung der Codon-Benutzung verbessert die (Jberexpres- 

15 sion von MspA in E.coli erheblich. 

Durch Herstellung des kanalbildenden Proteins MspA aus E . co- 
ll kann die Ausbeute gegeniiber dem oben beschriebenen Verfah- 
ren zur Preparation des nativen Proteins noch einmal urn den 
20 Faktor 10 bis 20 gesteigert werden. 

Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, zur ttberexpression das 
synmspA-Gen gemafc Sequenz 4 zu benutzen. Dazu kann ein zur 
Uberexpression in E.coli geeigneter Vektor verwendet werden, 
25 in den das synmspA-Gen gema£ Sequenz 4 eingesetzt ist. Solche 
geeigneten Vektoren sind z.B. von Hannig, G. und Makrides, 
S.C. in Trends in Biotechnology, 1998, Vol. 16, pp54 be- 
schrieben. Der Of f enbarungsgeaht dieses Dokuments wird hier- 
mit einbezogen. 

Es hat sich weiter als vorteilhaft erwiesen, das kanalbilden- 
de Proteine mittels nicht-ionischer oder zwitterionischer De- 
tergentien aus der Zellwand von Gram-positiven Bakterien zu 
gewinnen. Die Detergentien kc-nnen aus der folgenden Gruppe 
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ausgewahlt sein: Isotridecylpoly (ethyleneglycolether ) B , Al- 
kylglucoside, besonders Octylglucosid, Alkylmaltoside, beson- 
ders Dodecylmaltosid, Alkylthioglucoside, besonders Oe- 
tylthioglucosid, Oetyl-Polyethylenoxide und Lauyldiamminoxid. 
5 Es ist zweckmaSigerweise eine zweifache kritischer micellarer 
Konzentration (CMC) in einem Phosphatpuf f er (100 nH 
Na 2 HP0 4 /NaH a PO«. P H 6.5, 150 mM NaCl) eingestellt worden. - 
Die zwitterionischen und nicht-ionischen Detergentien losen 
insbesondere das kanalbildende Protein MspA sehr selektiv und 
10 mit guter Ausbeute aus der Zellwand von M. smegmatis. 

Es hat sich weiter als zweckmafcig erwiesen, dafc die Tempera- 
tur bei der Extraktion zwischen 80 und 110 °C. vorzugsweise 
zwischen 90 und 100 °C, und/oder die Extraktionszeit 5 bis 
15 120 Minuten, vorzugsweise 25 - 35 Minuten, betragt. Vorteil- 
haft ist weiter die Benuczung eines Puffers mit einer Ionen- 
starke von mehr als 50 iriM NaCl oder Na-Phosphat. 

insbesondere eine Durchfuhrung der Extraktion bei 100 °C die 
20 Verwendung eines Puffers mit hoher Ionenstarke sowie zwitte- 
rionischer und nicht-ionischer Detergentien verbessern das 
Extraktionsverfahren fur Porine aus Mycobacterium smegmatis. 
Es bietet gegenuber den bisherigen Verfahren zur Aufreinigung 
solcher Proteine mit Hilfe organischer Lfisungsmittel oder der 
25 Extraktion bei Raumtemperatur folgende Vorteile: 

aa) Verzicht auf organische Losungsmittel 

bb) geringe Verunreinigungen mit anderen Proteinen 

cc) effiziente Extraktion 



Es ist auch meglich, MspA zur Aufreinigung in Dimethyl sulfo- 
xid bei einer Temperatur im Bereich von 50 - 110 °C zu losen; 
danach kann die Losung vom Riickstand getrennt und MspA durch 
Abkuhlen ausgefallt werden. 
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Durch heterologe Expression gewonnenes MspA kann durch kann 
durch Anlegen einer Gleichspannung renaturiert werden. Zweck- 
m££ig ist das Anlegen einer Spannung im Bereich von 50 V far 
5 eine zeit von etwa 3 0 Minuten. 

Gegenstand der Erfindung 1st weiterhin ein kanalbildendes 
Protein aus einem Gram-posit iven Bakterium hergestellt nach 
deni erf indungsgemSSen Verfahren. 

10 

Das Gram-positive Bakterium kann ein Mycolsaure enthaltendes 
Bakterium sein, wobei zweckm^igerweise das Bakterium ein My- 
kobakterium, vor2ugsweise Mycobacterium smegmatis, ist. 

15 Von besonderem Vorteil ist es, da£ das kanalbildende Protein 
ein Porin ist, das insbesondere gegenttber organischen L6- 
sungsrnitteln chemisch stabil ist. Das Porin ist vorzugsweise 
bis zu einer Temperatur von 80°C, vorzugsweise 100°c, ther- 
misch stabil. Es kann sich dabei urn das Porin MspA handeln . 

20 Es ist aber auch . denkbar , daS weitere hier nicht genannte Po- 
■ rine diese Eigenschaf ten aufweisen und damit vom Gegenstand 
der vorliegenden Erfindung uxnfa£t sind. 

Die erf in dungs gemafcen kanalbildenden Proteine haben die fol- 
2 5 genden Vorteile: 

aaa) Sie lassen sich in organischen LSsungsmittel (z* B. 
CHCl 3 /MeOH) 16sen, ohne zu denaturieren. Die Fahigkeit zur 
Kanalbildung bleibt in organischen Lttsungsmitteln erhalten. 

30 

bbb) Sie lassen sich mit Aceton fallen, ohne zu denaturieren. 

ccc) Sie uberstehen selbst Kochen in Detergentien (z. B. 10 
min in 3% SDS) , ohne zu denaturieren. 
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Diese extreme StabilitSt der erf indungsgemaSen Proteine ge- 
gemiber chemischer und thermischer Denaturierung ermoglicht 
der en Verwendung zur Hers t el lung von technisch verwertbaren 
Nanostrukturen . 

Nach MaSgabe der Erfindung wird weiterhin beansrucht ein Gen 
kodierend fiir ein kanalbildendes Protein, vorzugsweise ein 
Porin, aus Gram-positiven Bakterien. Pas Gen kann das mspA- 
Gen gemaS Sequenz 1 sein. 

Als weiterer Gegenstand kommt auch ein mutiertes mspA-Gen in 
Betracht, wobei die Mutation im wesentlichen in einer Anglei- 
chung der Codons von mspA an die Codons der in E.coli hoch 
exprimierten Gene besteht. pie Mutation kann in wesentlichen 
darin bestehen, dafi der GOGehalt auf weniger als 66% vermin- 
dert ist. Die Mutation kann aber auch so ausgebildet sein, 
da£ die chemische und thermische StabilitSt sowie die kanal- 
artige Struktur des exprimierten Proteins im wesentlichen der 
von MspA entspricht, Weitere hier nicht genarxnte Mutationen 
eind fiir den Fachmann ebenfalls denkbar- Gene, die zur Aus- 
bildung der erf indungsgema£en kanalartigen Proteine fuhren, 
sind vom beanspruchten Schutzumf ang umf afit . Z.B, ein nuitier- 
tes mspA-Gen, wobei das mutierte Gen das synxnspA-Gen gem&iS 
Secfuenz 4 {siehe unten) ist. 

Nachfolgend werden anhand der Figuren Beispiele der Erfindung 
erlSutert. Es zeigen: 

Fig. 1 die Reinigung von MspA aus M. smegmatis in chroma- 




7 



tographischer Darstellung, 



Pig. 2 



die Reinigung von MspA aus E. coli in chromatogra- 
phischer Darstellung, . 
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Fig. 3 die Konstuktion des Plasmidvektors pMN501, 

Fig. 4 eine schematische Ansicht einer Vorrichtung zur Re- 
naturierung und 

Fig. 5 ein renaturiertes MspA in chromatographischer Dar- 
stellung. 

Fig. 1 zeigt die Reinigung des Kanalproteins MspA aus M. 
smegmatis. Die Proteine wurden nit einem 10 %igen SDS- 
Polyacrylamidgel nach getrennt. Das Gel wurde mit Coomassie 
Blue gefarbt. Spuren: (M) Massenstandard: 200, 116, 97, 66, 
55, 36.5, 31, 21-5, 14.4 kDa; (1) Extrakt von M. smegmatis 
15 mit PLD12-Puffer PLD012-Puf f er (100 mM Na 2 HPO d /NaH 2 P0 4 , pH 
6.5, 150 mM NaCl, 0-12 % LDAO) . (2) 33 \xg auf gereinigtes 
MspA. Die Proben wurden 30 min bei 37 °C inkubiert, bevor sie 
auf das Gel aufgetragen wurden. Die Se<*uenz von MspA, MspA + 
Promotor sowie MspA mit verrauteter Signal seguenz ist in den 
20 Sequenzprotokollen 1-3 wiedergeben. 

Fig. 2 zeigt die Reinigung des Kanalproteins MspA aus E. 
coli. Die Proteine wurden mit einem 10 %igen SDS-Poly- 
acrylamidgel . Das Gel wurde mit Coomassie Blue gefarbt. 

25 Spuren: (1) Lysat von E. coli BL21 (DE3 ) /pMN501 vor der induk- 
tion durch IPTG. (2) Lysat von E. coli BL21 (DE3 ) /pMN501 nach 
der induktion durch IPTG. (3) Massenstandard: 200, 116, 97, 
66, 55, 36.5, 31, 21.5, 14.4 kDa. Die Proben wurden 30 min 
bei 37 °C inkubiert, bevor sie auf das Gel aufgetragen wur- 

30 den. 

In Fig. 3 ist schemacisch die Konstruktion des Plasmids 
PMN501 zur Cfberexpression von MspA in E. coli BL21 (DE3 ) 
dargestellt. Die verwendeten Abkurzungen bedeuten: 
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lad: Gen codierend fur den Laktose-Repressor 

npti: Gen codierend fur die Neomycinphospho transferase; sie 

vermittelt Kanamycinresistenz 
Ori: Replikationsursprung 
RBS: Ribosomenbindestelle 

Fig. 4 zeigt schematised eine Vorrichtung zur Renaturierung 
von monomerem MspA. Eine Pipettenspitze aus Polyethylen von 5 
cm Lange, dessen unteres Ende nach ca. 2 mm abgeschnitten 
wurde, wurde mit einer 1.7 %igen Agarose-L6sung (in TAE- 
Puffer) gefullt. Eine Bleistif tmine (Typ: Eberhard Faber, 3H) 
wurde auf eine Lange von 5 cm gekiirzt. Bin Polypropylengef *S 
ohne Deckel wurde mit 60 nl einer Losung mit 5 ng denaturi- 
ertem MspA gefiillt und die Pipettenspitze und die Blei- 
stif tmine in die Losung gestellt. Dann wurde die Pipetten- 
spitze als Kathode und die Bleistif tmine als Anode 
angeschlossen . 

Fig. 5 zeigt die Renaturierung von denaturiertem MspA. Die 
Proteine warden mit einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel nach 
(Schagger, H. and von Jagow, G. Tricine-sodium dodecyl eul- 
fate-polyacrylamide gel electrophoresis for the separation of 
proteins in the range from 1 to 100 kDa. Anal Biochem 166, 
368-79 (1987)) getrennt. Das Gel wurde mit Silber gefarbt. 
Spuren: (M) Massenstandard: 116, 97, 66, 55, 36.5, 31. 21.5, 
14.4 kDa; (1) 800 ng denaturiertes MspA (2) 800 ng MspA nach 
der Renaturierungsreakcion. Die Proben wurden 30 min bei 
37 °C inkubiert, bevor sie auf das Gel aufgetragen wurden. 

Beispiel 1; Auf reinlcrung von MspA aus aus m. stnegmatis^ 
zwei Liter 7H9-Mediura mit 0.05 % Tween 80 und 0.2 % Glycerin 
werden mit M. smegmatis mc 2 155 beimpft und 2 Tage bei 37 o C 
geschiittelt (Jacobs, W. R. , Jr., Kalpana, G. V., Cirillo, J. 
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D., Pascopella, L . , Snapper, S. 3., Udani, R. A. , Jones, W. , 
Bar let ta, R. G. and Bloom, B. R. Genetic systems for mycobac- 
teria. Methods Snzymol 204, 537-55 (1991)). 

.7.9 g Zellen (NaSgewicht) werden nach Zentrifugation fur 
10 min bei 10000 g erhalten und in 28 mL PLD012-Puf f er 
(100 mM NaaHFO d /NaH 2 P04. pH 6.5, 150 mM NaCl, 0.12 % LDAO) re- 
suspendiert und 30 Minuten im Wasserbad gekocht. Dieser Ro- 
hextrakt wird mit 28 mL Aceton gefailt, der Niederschlag in 
8 mL ALD012-Puf fer Puffer (25 mM Hepes, pH 7.5, 10 mM NaCl, 
0.12 % LDAO) aufgenommen und iiber eine G25-SSule mit demsel- 
ben Puffer entsalzt. Die Protein- enthaltenden Fraktionen wer- 
den vereinigt und an einem Anionenaustauscher (POROS HQ20) 
mit einem linearen NaCl- Gradient en von 10 mM bis 2 M NaCl ge- 
trennt. Natives MspA (100 kDa) eluiert bei 680 mM NaCl . Die 
Ausbeute betrSgt 670 ug MspA mit einer Reinheit von iiber 90 % 
(s. Fig. 1) - 

Beispiel 2: Verfahren zur Preparation des Kanalproteins MspA 
aus E . coli 

Zur weiteren Erhtthung der Ausbeute an MspA wird eine Oberex- 
pression des entsprechenden Gens vorgeschlagen. ZunSchst wird 
das znspA-Gen kloniert, das ftir das Kanalprotein MspA aus My- 
cobacterium smegmatis mc 2 155 kodiert. Es wird das T7- 
Expressionssystem fur die Uberexpression des mspA-Gens ge- 
w&hlt . 

Das mspA-Gen wird aus dem Plasmid pPOR6 liber PCR amplifi- 
ziert. In der nativen mspA-Sequenz werden alle Codons ver&n- 
dert, die in stark exprimierten Genen aus Escherichia coli 
selten vorkommen . Im Sequenzprotokoll 4 (siehe unten) , sind 
alle eingeftihrten Mutationen aufgelistet. Diese synmspA ge- 
nannte DNA wird nach der Methode von Sterraner (Stemmer, W. P., 
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Crameri. A., Ha, K. £>. , Brennan, T. M. and Heyneker, H. L. 
Single-step assembly of a gene and entire plasmid from large 
numbers of oligodeoxyribonucleotides . Gene 164, 49-53 (1995)) 
durch Assemblierung von Oligonucleotiden synthetisiert und 
ans telle des mspA-Gens in den Vektor pMNSOO eingesetzt. Das 
resultierende Plasmid pMNSOl (Fig. 3) vermittelt in Zellen von 
B ooli BL2UDE3) eine starke Expression von denaturiertem 
MspA-Monomer (20 kDa) nach Induktion mit IPTG. Das so expri- 
nderte MspA kann dem Segunenzprotokoll 5 (siehe unten) ent- 
we r den 

Beispiel 3: Aufreinioung v on MspA aus E. coll 

Bin Liter LB-Medium mit 30 ug/mL Kanamycin wird mit E. coli 
BL21(DE3)/ P MN500 beimpft und bei 37°C bis zu einer OD 60O von 
0.6 geschiittelt. Dann wird'mit 1 mM IPTG induziert und die 
Zellen noch sechs Stunden bei 37°C bis zu einer OD 600 von 2.2 
geschiittelt. Die Zellen werden in 40 mL A-Puffer (25 mM He- 
pes, pH 7.5, 10 mM NaCl) resuspendiert und durch zehnminuti- 
gesKochen in Wasser auf geschlossen. Nach einer zehnminutigen 
inkubation auf Eis werden die Zelltrummer und die ausgefalle- 
nen Proteine durch Zentrifugation bei 10000 g fur 10 min ab- 
getrennt. Der tlberstand wird an einem Anionenaustauscher 
(POROS HQ20) mit einem linearen NaCl-Gradienten von 10 mM bis 
2M NaCl getrennt. Denaturiertes MspA eluiert bei 350 mM 
NaCl. Urn hohermolekulare Proteine abzutrennen, werden die 
Fraktionen mit MspA vereinigt und eine Gelf titration durchge- 
fiihrt. Die Ausbeute betragt 10 mg MspA mit einer Reinheit von 
liber 95 % (Daten nicht gezeigt) . 

Beispiel 4: Elektrochemische Assemblieru ng des — Kanalpro- 
teins MspA 

Durch die ttberexpression von MspA in E. coli ist es zwar 
leicht moglieh, das Kanalprotein mit einer guten Ausbeute zu 
isolieren. Das gewonnene Protein liegt zum grofeen Teil in in- 
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aktiver Form vor . Die Oberfuhrung in die aktive Form bzw. Re- 
naturierung von monomerem MspA kann nach folgendem Protokoll 
erf olgen: 

5 Die Renaturierung findet in einer speziell fur diesen Zweck 
entwickelten Apparatur statt (Fig. 4) . Die Renaturierungsre- 
aktion wird mit 5 [ig MspA in monomerer Form in dieser Reak- 
tionsapparatur durch Anlegen einer Sparmung von 50 V fur 
30 min durchgefuhrt . Zum SchluS wird die Spannung filr funf 
10 Sekunden umgepolt, urn an der Bleistif tmine adsorbiertes Porin 
wieder zu losen. 

Das Protein wird nach der oben beschriebenen Renaturierungs- 
reaktion in einem Proteingel untersucht (s. Fig. 5) . Dabei 
15 stellt sich heraus, dafc ein'gro£er Teil des Proteins zu oli- 
gomeren Einheiten assembliert ist. Durch Rekonstitutionsexpe- 
rimente kann gezeigt werden, dafc das MspA in dieser Form wie- 
der hohe Kanalaktivitat besitzt. Das beweist, dafi die Renatu- 
rierung von MspA durch geringe Gleichspannungen moglich ist. 

20 

Diese Rena tur i erungsr eakt i on ist sehr einfach durchzuftihren 
und ist damit ein wichtiger Bestandteil der Preparation von 
funktionalem Kanalprotein MspA aus tiberproduzierenden E. co- 
ll. 
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Liste der Sequenzprotokolle: 

1. mspA-Gen, translatiert 

2. mspA-Gen + Promotor, translatiert 

3. MspA- Proteins mit vermuteter Signalsequenz 

4. synmspA-Gen, translatiert 

5 . rMspA- Protein 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 
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SEQUENZ PROTOXOLLE 

<110> Niederweis Dr., Michael 
Bossmann Dr., Stefan 

<120> Synthese von tfanostrukruren mic Kanalproteinen 

<130> MN01 

<140> 
<141> 

<160> 5 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 636 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium smegma t: is 

<220> 
<22l> CDS 
<222> (1) . . (636) 
<223> m9pA-Gen 

<400> 1 r 

atg aag gca ate agt egg gtg ctg ate gcg atg gtt gca gec ate gcg 
Met Lvs Ala He Ser Arg Val Leu He Ala Met Val Ala Ala He Ala 
1 5 10 15 

gcg ctt tec acg age aca ggc acc tct cac gca ggc ctg gac aac gag 
Ala Lou Phe Thr Ser Thr Gly Thr Ser His Ala Gly Leu Asp Asn Glu 
20 25 30 

ctg age etc gtt gat ggc cag gac cgc acc etc acc gtg cag cag tgg 
Leu Ser Leu Val Asp Gly Gin Asp Arg Thr Leu Thr Val Gin Gin Trp 
35 40 45 

gac acc ttc etc aat ggt gtg ttc ccc ctg gac cgc aac cgt ctt acc 
Asp Thr Phe Leu Asn Gly Val Phe Pro Leu Asp Arg Asn Arg Leu Thr 
50 55 60 

cgt gag tgg ttc cac tec ggt cgc gec aag tac ate gtg gee ggc ccc 
Arg Glu Trp Phe His Ser Gly Arg Ala Lys Tyr He Val Ala Gly Pro 
65 70 75 80 

ggt gec gac gag ttc gag ggc acg ctg gaa etc ggc tac cag ate ggc 
Gly Ala Asp Glu Phe Glu Gly Thr Leu Glu Leu Gly Tyr Gin He Gly 
85 90 95 

ttc ccg tgg teg ctg ggt gtg ggc ate aac ttc age tac acc acc ccg 
Phe Pro Trp Ser Leu Gly Val Gly He Asn Phe Ser Tyr Thr Thr Pro 
100 105 HO 

aac ate ctg ate gac gac ggt gac ate acc get ccg ccg ttc ggc ctg 
Asn lie Leu He Asp Asp Gly Asp He Thr Ala Pro Pro Phe Gly Leu 
115 120 125 

aac teg gtc ate acc ccg aac ctg ttc ccc ggt gtg teg ate teg gca 
Asn Ser Val He Thr Pro Asn Leu Phe Pro Gly Val Ser He Ser Ala 
130 135 140 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 
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480 



aat eta age aac ggc ccc ggc ate cag gaa gtc gca acg tec teg gtc 
fit Leu If? "n Sly Pro Oly II. Gin Glu Val Ala Thr Phe Ser Val 
!45 150 155 160 

= aac acc tec ggc gec gag ggt ggc gtg gec gtg teg aac gee cac cgc 528 
S vlt Ser Sly Ala Glu Gly Sly val Ala val Ser Asn Ala His Gly 
165 170 

10 acc gtg acc ggt gcg gec ggc ggt gtg ctg ctg cgt ccg etc gec cgc 576 
Thr val Thr Gly Ala Ala Gly Gly Val Leu Leu Arg Pro Phe Ala Arg 
185 



180 



ctg ate gec teg acc ggt gac teg guc acc acc tac ggc gaa ccc tgg 
15 Leu II© Ala Ser Thr Gly Asp Ser Val Thr Thr Tyr Gly Glu Pro Trp 
195 200 205 



aac atg aac tga 
Asn Met Asn 
20 210 



624 



636 
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<210> 2 
<211> 1423 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 9niegmatis 
<220> 

<221> -10_signal 

<222;> (323) . . (328) 

<223> vannuteter promotor 

<220> 

<221> CDS 

<222> (499) . . (1134) 

<223> rnspA-Gen 

<220> 

<221> RBS 

<222> (492) . . (496) 

<223> vermutete Ribosoinenbindestelle 
<400> 2 

gttaacggag tcgggccgtc gatacggcgg cgaagatcat ccggcagatc ggcgcctggt 60 

raaacccgcg taaacaccgg taccgccggc ccgcgccgga aaaggttttg cctcacggtg 12 0 

aatatgtgac ctgaartgca cttcacgggt aaaagcggag gtaaeegacg gttgccgcag 180 

cacccccaca gcttgggcca aggtgacgtg cagcgcacgc ctgccggtgc cggatggcgg 240 

ccaccgcaaa gtgtcaggca ctgccgaaag gtcagtcagc aaaccccact gcggctgtgg 300 

tgcgaagtgc ggttgtggga cgcatccgtt gctgccgcgc gccctggcgc ttatgtttct 360 

gctgccaacc gtgagcgagg cattagagac agatgtgatc ctcttagatc tccgaagccc 420 

ctgaacaggt gtcgagccgg ttgcagacaa caaaacaggt gggcccgagg ggccgccggc 480 

gatacagtta gggagaac atg aag gca ate agt egg gtg ctg ate gcg atg 531 

Mat Lys Ala lie Ser Arg Val Leu lie Ala Met 
1 5 10 

get gca gec ate gcg gcg ctt ttc acg age aca ggc acc tct cac gca 579 
Val Ala Ala lie Ala Ala Leu Phe Thr Ser Thr Gly Thr Ser His Ala 
15 20 25 

ggc ctg gac aac gag ctg age etc gtt gat ggc cag gac cgc acc etc 627 
Gly Leu Asp Asn Glu Leu Ser Leu Val Asp Gly Gin Asp Arg Thr Leu 
30 35 40 

acc gtg cag cag tgg gac acc ttc etc aat ggt gtg ttc ccc ctg gac 675 
Thr Val Gin Gin Trp Asp Thr Phe Leu Asn Gly Val Phe Pro Leu Asp 
45 50 55 

cgc aac cgc ctt acc cgt gag tgg ttc cac tec ggt cgc gec aag tac 723 
Arg Asn Arg Leu Thr Arg Glu Trp Phe His Ser Gly Arg Ala Lys Tyr 
60 65 70 75 

ate gtg gee ggc ccc ggt gee gac gag ttc gag ggc acg ctg gaa etc 771 
lie Val Ala Gly Pro Gly Ala Asp Glu Phe Glu Gly Thr Leu Glu Leu 
80 85 90 

ggc tac cag ate ggc ttc ccg tgg teg ctg ggc gcg ggc ate aac ttc 819 
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Gly Tyr Gin He Gly Phe Pro Trp Ser Leu Gly Val Gly lie Asn Phe 
95 100 105 

age tec acc acc ccg aac ate ctg arc gae gac ggt gac ate ace get 
5 S°r Tyr Thr Thr Pro Asn He Leu He Asp Asp Gly Asp He Thr Ala 
110 115 120 

ccg ccg etc ggc ctg aac teg gtc ate acc ccg aac ctg ttc ccc ggt 
Pro Pro Phe Gly Leu Asn Ser val He Thr Pro Asn Leu Phe Pro Gly 
10 125 130 135 

otg teg ate teg gca gat ctg ggc aac ggc ecc ggc ate cag gaa gtc 
Val ser Xle Ser Ala Asp Leu Gly Asn Gly Pro Gly lie Gin Glu Val 
140 145 ISO 155 

15 gca acg etc ccg gtc gac gtc tee ggc gee gag ggt ggc gtg gee org 
Ala Th? Phe Ser Val Asp val Ser Gly Ala Glu Gly Gly Val Ala val 
160 165 170 

teg aac gee cac ggc acc gtg acc ggt gcg gee ggc ggt gtg ctg ctg 1059 
Ser Asn Ala His Gly Thr Val Thr Gly Ala Ala Gly Gly Val Leu Leu 
175 180 165 

cgc ccg ttc gec cgc ctg ate gee teg acc ggt gac teg gtc acc acc 1107 
Ara p^o Phe Ala Arg Leu He Ala Ser Thr Gly Asp Ser Val Thr Thr 
190 155 200 

tac ggc gaa ccc tgg aac atg aac tga ttcctggacc gccgtteggt 1154 
Tyr Gly Glu Pro Trp Asn Met Asn 
30 205 210 

cgctgagacc gcttgagatc ggcgcgtccc gctcccggtg tcgtcagctc atcgccgaca 1214 

cgtgaactga cactcttcct ageeggageg kacgcgccga tcttgtgttc tgagcagttc 1274 

3 5 

tcagtccgtc cgccgcaac* ccagcgctga cggcgtacgc agcctgccca ccaccgcgcg 1334 

ccagggacgc cccagcctgg gcaceacctc ageggtegge aegatgegeg gateggtcac 1394 

40 ctcgaacgtc tcaeegctca tcaccgcgc 1423 
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<210> 3 
<211> 211 
<212> PRT 

<213> Mycobac cerium smegmas is 
<220> 

<221> SIGNAL 
<222> (1> . . (27) 

<223> verniutete Signalsequenz des MspA- Proteins 
<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (28) . . (211) 

<223> reifes MspA-Protein 

<400> 3 

Met Lys Ala He Ser Arg val Leu lie Ala Met Val Ala Ala lie Ala 
1 5 10 IS 

Ala Leu Phe Thr Ser Thr Gly Thr Ser His Ala Gly Leu Asp Asn Glu 
20 25 30 

Leu Ser Leu Val Asp Gly Gin Asp Arg Thr Leu Thr Val Gin Gin Trp 
3 5 40 45 

Asp Thr Phe Leu Asn Gly Val Phe Pro Leu Asp Arg Asn Arg Leu Thr 
50 55 60 

Arg Glu Trp Phe His Ser Gly Arg Ala Lys Tyr He Val Ala Gly Pro 
65 70 75 80 

Gly Ala Asp Glu Phe Glu Gly Thr Leu Glu Leu Gly Tyr Gin He Gly 
85 90 95 

Phe Pro Trp Ser Leu Gly Val Gly He Asn Phe Ser Tyr Thr Thr Pro 
100 105 110 

Asn He Leu He Asp Asp Gly Asp He Thr Ala Pro Pro Phe Gly Leu 
115 120 125 

Asn Ser Val He Thr Pro Asn Leu Phe Pro Gly Val Ser He Ser Ala 
130 135 140 

Asp Leu Gly Asn Gly Pro Gly He Gin Glu val Ala Thr Phe Ser Val 
145 150 155 160 

Asp Val Ser Gly Ala Glu Gly Gly Val Ala val Ser Asn Ala His Gly 
165 170 175 

Thr Val Thr Gly Ala Ala Gly Gly Val Leu Leu Arg Pro Phe Ala Arg 
180 185 190 

Leu He Ala Ser Thr Gly Asp Ser Val Thr Thr Tyr Gly Glu Pro Trp 
195 200 205 

Asn Met Asn 
210 
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<210> 4 

<211> 558 

<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

5 

< 2 2 0 > 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : syntheti sch 

<220> 
10 <221> CDS 

<222> (1>..(558) 
<223> synmspA-Gen 

15 ata°ggc ctg gac aac gaa ctg zee ctg gtt gac ggc cag gac cgt ace 48 
Set Gly L*u Asp Asn Glu Leu Ser Leu Val Asp Gly Gin Asp Arg Tnr 
1 5 10 15 

ctg acc gtt cag cag tgg gac acc ttc ctg aac ggt gtt ttc ccg ctg 96 
20 Leu Thr Val Gin Gin Trp Asp Thr Phe Leu Asn Gly Val Phe Pro Leu 
20 25 30 

aac cot aac cgt ctg acc cgt gaa tgg ttc cac tec ggt cgt gcg aaa 144 
ASP Arg Asn Arg Leu Thr Arg Glu Trp Phe His Ser Gly Arg Ala Lys 
25 35 40 45 

tac ate gtt gcg ggt ccg ggt gcg gac gag ttc gaa ggt acc ctg gaa 192 
Tvr He Val Ala Gly Pro Gly Ala Asp Glu Phe Glu Gly Thr Leu Glu 
50 55 60 



30 



40 



50 



ctg ggt tac cag ate ggc ttc ccg tgg tec ctg ggt gtt ggt ate aac 240 
Leu Gly Tyr Gin He Gly Phe Pro Trp Ser Leu Gly Val Gly He Asn 

70 75 80 



65 



35 ttc tct tac acc acc ccg aac ate ctg ate gac gac ggt gac ate acc 
Phe Ser Tyr Thr Thr Pro Asn He Leu He Asp Asp Gly Asp He Thr 
85 30 95 



get ccg ccg ttc ggt ctg aac tct gtt ate acc ccg aac etg ttc ccg 
Ala Pro Pro Phe Gly Leu Asn Ser Val He Thr Pro Asn Leu Phe Pro 
100 105 HO 



288 



336 



384 



ggt gtt tct ate tct get gat ctg ggc aac ggt ccg ggt ate cag gaa 
Gly val ser He Ser Ala Asp Leu Gly Asn Gly Pro Gly He Gin Glu 
45 115 120 125 

gtt get acc ttc tct gta gac gtc tct ggt get gaa ggt ggt gtt get 432 
Val Ala Thr Phe Ser Val Asp Val Ser Gly Ala Glu Gly Gly val Ala 
130 135 140 



gtt tct aac get cac ggc acc gtt acc ggt gcg get ggc ggt gtt ctg 
Val Ser Asn Ala His Gly Thr Val Thr Gly Ala Ala Gly Gly Val Leu 
145 150 155 160 



480 



55 ctg cgt ccg ttc get cgt ctg ate get tct acc ggt gac tct gtt acc S28 
Leu Arg Pro Phe Ala Arg Leu He Ala Ser Thr Gly Asp Ser Val Thr 
165 170 175 



acc tac ggt gaa ccg tgg aac atg aac tga 
60 Thr Tyr Gly Glu Pro Trp Asn Met Asn 
180 185 



558 
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<210> 5 
<211> 185 
<212* PRT 

<213> Kilnstliche Sequenz 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1) . . U84) 
<223> rMspA 

<220> 

<223> Beschreibung der ktinst lichen Secxuenz : synthetiscii 



<400> 5 

15 Met Gly Leu Asp Asn Glu Leu Ser Leu Val Asp Gly Gin Asp Arg Thr 
! 5 10 15 



Leu Thr Val Gin Gin Trp Asp Thr Phe Leu Asn Gly Val Phe Pro Leu 

20 , 25 30 

Asp Arg Asn Arg Leu Thr Arg Glu Trp Phe His Ser Gly Arg Ala Lys 

35 40 45 

Tyr He Val Ala Gly Pro Gly Ala Asp Glu Phe Glu Gly Thr Leu Glu 

25 ^ 50 55 60 

Leu Gly Tyr Gin He Gly Phe Pro Trp Ser Leu Gly Val Gly He Asn 

.65 70 ' 75 80 

30 Phe Ser Tyr Thr Thr Pro Asn He Leu He Asp Asp Gly Asp He Thr 

85 90 95 



Ala Pro Pro Phe Gly Leu Asn Ser val He Thr Pro Asn Leu Phe Pro 
100 105 HO 

Gly Val Ser He Ser Ala Asp Leu Gly Asn Gly Pro Gly He Gin Glu 
115 120 125 



Val Ala Thr Phe Ser Val Asp Val Ser Gly Ala Glu Gly Gly Val Ala 
40 130 135 140 

Val Ser Asn Ala His Gly Tlir Val Thr Gly Ala Ala Gly Gly Val Leu 
145 150 155 ISO 

45 Leu Arg Pro Phe Ala Arg Leu He Ala Ser Thr Gly Asp Ser Val Thr 

163 170 175 



Thr Tyr Gly Glu Pro Trp Asn Met Asn 
180 185 



50 
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Patentanspriiche 

1. verfahren zur Herstellung eines in Gram-positiven Bakte- 
rien vorkommenden kanalbildenden Proteins, wobei das kanal- 

5 bildende Protein durch heterologe Expression oder durch Auf- 
reinigung aus Mycobakterien gewonnen wird. 

2. verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Grain-positive Bakterium ein mindestens eine Mycols^ure 

10 enthaltendes Bakterium ist- 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Bakterium ein Mykobakterium, vorzugsweise Mycobacterium 
smegmatis , ist. 



4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das kanalbildende Protein ein Porin ist. 



5. verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
20 das Porin gegenuber organischen , Losungsmitteln chemisch sta- 

bil ist. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Porin bis zu einer Temperatur von 80°C, vorzugsweise 

25 100°C, thermisch stabil ist. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche , wobei 
das Porin MspA ist. 

30 8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die heterologe Expression in E.coli durchgefuhrt wird* 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das kanalbildende Protein durch Oberexpression, vorzugsweise 
35 aus E.coli oder Mycobakterien, gewonnen wird. 
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10. Verfahren nach einem der vorhergeheiiden Anspruche, wobei 
zur Expression ein fur ein kanalbildendes Protein, vorzugs- 
weise ein Porin, codierendes Gen benutzt wird. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zur Expression ein mspA-Gen gema£ Sequenz 1 benutzt wird. 

12 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
10 zur Expression ein von der Sectuenz 1 abgeleitetes mutiertes 

Gen benutzt wird, wobei die Mutation so ausgebildet ist, dafe 
die chemische und thermische Stabilitat sowie die kanalartige 
Struktur des expimierten Proteins im wesentlichen denen von 
MspA entspricht. 

15 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Mutation im wesentlichen in einer Angleichung der Codons 
von mspA an die Codons der in E.coll hoch exprimierten Gene 
besteht . 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zur Oberexpression ein mutiertes Gen benutzt wird, wobei die 
Mutation im wesentlichen darin besteht, daJS der GC-Gehalt auf 
weniger als 66% vermindert ist. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zur Oberexpression das synmspA-Gen gemafi Sequenz 4 benutzt 
wird. 

30 16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
ein zur Oberexpression in E.coli geeigneter Vektor verwendet 
wird, in den das synmspA-Gen gemafc Sequenz 4 eingesetzt ist. 
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17 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobe* 
die kanalbildenden Proteine mittels nicht-ionischer Oder 
zwitterionischer Detergentien aus der Zellwand von Gram- 
positiven Bakterien gewonnen werden. 

18 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Detergentien aus der folgenden Gruppe ausgewShlt sind: 
lsotridecylpoly(ethyleneglycolether) n( Alkylglucoside, beson- 
ders octylglucosid, Alky lmal to side, besonders Dodecylmalto- 
sid, Alkylthioglucoside, besonders Octylthioglucosid, Octyl- 
polyechylenoxide und Lauyldiamminoxid. 

19. verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche. wobei 
die Temperatur bei der Excraktion zwischen 80 und 110 °C, 
vorzugsweise zwischen 90 und 100 °C, betragt. 

20. verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche , wobei 
die Extraktionszeit 5 bis 120 Minuten, vorzugsweise 25 - 35 
Minuten, betragt. 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche. wobei 
ein Puffer mit einer Ionenstarke von mehr als 50 mM NaCl Oder 
Na-Phosphat benutzt wird. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
durch heterologe Expression gewonnenes MspA durch Anlegen ei- 
ner Gleichspannung renaturiert wird. 

23. Kanalbildendes Protein aus einem Gram-positiven Bakteri- 
um hergestellt nach dem Verfahren nach einem der vorhergehen- 
den Anspriiche. 

24. Gen kodierend fiir ein kanalbildendes Protein, vorzugs- 
weise ein Porin, aus Gram-positiven Bakterien. 
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25. mspA-Gen gemafc Sequenz 1. 

26. Mutiertes mspA-Gen, wobei die Mutation im wesentlichen 
5 in einer Angleichung der Codons von mspA an die Codons der in 

E.coll hoch exprimierten Gene besteht. 

27. Mutiertes mspA-Gen, insbesondere nach Anspruch 26, wobei 
die Mutation im wesentlichen darin besteht, dafi der GC-Gehalt 

10 auf weniger als 66% vermindert ist. 

28. Mutiertes mspA-Gen, insbesondere nach Anspruch 26 oder 
27, abgeleitet von der Sequenz 1, wobei die Mutation so aus- 
gebildet ist, da£ die chemische und thermische StabilitSt so- 

15 wie die kanalartige Struktur* des exprimierten Proteins im we- 
sentlichen der von MspA entspricht. 

29. Mutiertes mspA-Gen nach einem der Anspruche 26 bis 28, 
wobei das mutierte Gen das synmspA-Gen gemafi Sequenz 4 ist. 

20 

30. Plasmidvektor pMN501. 

31. Oberexpressionssystem, bei dem E.coll den Plasmidvektor 
PMN501 enthalt. 
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Zusamraenf as sung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung Bines 
bildenden Proteins aus einem Gram-positiven Bakteriurrt, wobei 
das kanalbildende Protein durch Expression aus E.coli gewon- 
nen wird. 
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